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Introdução 

    As enzimas do complexo das celulases apresentam uma diversidade de aplicações industriais e constitui-se em uma alternativa enzimática para a produção de etanol de 

segunda geração a partir da biomassa lignocelulósica. Diversos microrganismos são capazes de produzir este complexo enzimático, dentre eles, encontramos o fungo 

filamentoso Penicillium echinulatum que apresenta alto potencial biotecnológico por apresentar altas atividade sobre papel filtro (FPA) e β-glicosidases.   

   Para a utilização de  linhagens de P. echinulatum em nível industrial torna-se necessário um programa de melhoramento genético com a finalidade de aumentar a 

produtividade enzimática das linhagens.  

   Uma técnica eficaz de melhoramento genético de microrganismos é a fusão de protoplastos, a qual permite recombinações genéticas envolvendo protoplastos de diferentes 

origens, podendo levar a obtenção de variantes com alterações genéticas, que tornam o processo de secreção de algumas proteínas enzimáticas mais eficientes. 

Materiais e Métodos  

Screnning  

 Repiques em placas.  

 Microcultivos. 

 Cultivos submersos.  

370 

339-e 

S1M29 

Linhagem parental de P. 

echinullatum    

Cultivos 

 Frascos Erlenmeyer de 500 mL.  

  100 mL de meio constituído de  

1% celulose, 1% farelo de soja, 

 0,5% farelo de trigo, 0,5% de 

sacarose. 

 Inóculo  com 1x10⁷ esporos/mL. 

 Em quintuplicata.  

 Agitação reciproca de 180 rpm. 

 Temperatura 28°C 

  
 

Teste de pH de reação  

Tampão 

Acetato de 

Sódio    

Tampão 

Citrato de 

Sódio    

  3,5 

  4,0 

  4,5 

  5,0  

  5,5  

  6,0 

 

 3,0 

 3,5  

 4,0 

 4,5  

 5,0  

 5,5  

 6,0 

Atividades 

 FPA  (Mandels et al., 1976) 

 Endoglicanases (Ghose,1987) 

 Exoglicanases (Deshpande et al., 

1984) 

Zimogramas  

 Endoglicanases (Sun et al., 2008)     

 Exoglicanases (Schawarz et al. 1987) 

 
Resultados e discussões   
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Figura 1. Atividade enzimática de FPA (atividade sobre papel filtro) (A-B), endoglicanases (C-D) e exoglicanases (E-F) em cultivo submerso de P. echinulatum S1M29 e variantes genéticos (370 

e 339-e).  Zimogramas de endoglicanases (G) e exoglicanases (H) . 
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  Para a atividade de FPA em ambos os tampões o pH ótimo ficou em 4,5. Para endoglicanases, atividades superiores foram obtidas em tampão citrato quando comparado com 

o acetato. Para exoglicanases o melhor tampão foi o citrato, apresentando uma característica importante, uma faixa de pH de reação que vai do pH 3,5 a 5.  

   No zimograma de endoglicanases o variante  370 apresentou uma banda adicional em relação ao parental, de massa molecular 15 kDa e, para exoglicanases, ocorreu ausência 

da maior parte das bandas, restando uma, com massa molecular de 250 kDa, enquanto o variante 339-e apresentou uma banda adicional relação ao parental, de massa 

molecular de 75 kDa.  

 Considerações finais    

   Diante dos resultados obtidos, pode ser observado que as linhagens variantes 370 e 339-e apresentaram atividades enzimáticas significativamente superiores à linhagem 

parental S1M29, independentemente do tampão utilizado, comprovando que a fusão de protoplastos permitiu aumentar a secreção das celulases.  
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